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RESUMEN

Introduccidn. La accion larvicida que poseen los
aceites esenciales de plantas y sus derivados los
hace candidatos para ser usados como alternativas
en el control de Aedes aegypti.

Objetivo. Determinar la accion insecticida de acei-
tes esenciales contra larvas de Aedes aegypti.
Materiales y Métodos. Los bioensayos se
realizaron segiin metodologia de la Organizacion
Mundial de la Salud. La lectura de la mortalidad
se realizé a las 24 horas. Para el procesamiento de
los datos se utilizé el programa Probit-Log, el cual
nos brinda las CL,, y CL,, ademas de la ecuacion
de la linea de regresién. Se utiliz6 una prueba
de x? para comparar las dosis y las mortalidades
obtenidas, ademas de comparar las pendientes de
las rectas entre si.

Resultados. Los aceites probados presentaron alta
actividad insecticida contra Aedes aegypti, siendo
Piper auritum el que presentdé mayor actividad
con la menor CL,, (CL.,=0.0017), seguido por
Pimenta racemosa (CL.,=0.0027), Chenopodium
ambrosioide (CL,,=0.0035) y Piper aduncum
(CL,,=0.0057). Los valores de 3> demostraron que
las mortalidades obtenidas con cada uno de los
aceites estan asociadas con las dosis utilizadas. Al
aplicarles un analisis de 2 a los valores de pendien-
tes se encontrd diferencia significativa entre ellas,
lo que nos indica que dichos aceites poseen una
respuesta diferente para la misma cepa.

Conclusiones. Estos resultados sugieren la utiliza-
cién potencial de estos cuatros aceites esenciales
para el control de Aedes aegypti, siendo el aceite
de P. auritum el mas recomendado por poseer la
mas alta actividad insecticida y la menor CL,.

Palabras clave: Aceites esenciales, actividad in-
secticida, Aedes aegypti, Diptera, Culicidae

ABSTRACT

Larvicidal Activity of Plant Essential QOils to-
wards Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae)
Introduction. The larvicidal activity of plant es-
sential oils and their derivates makes possible to
use them as candidates for an alternative control
method against Aedes aegypti larvae.

Objective. To determine the larvicidal activity of
four essential oils extracted from widely-spread
plants in Cuba against Aedes aegypti larvae.
Materials and Methods. Larvicidal bioassays
were carried out according to the methodology
recommended by the World Health Organiza-
tion. Mortality reading was recorded after 24 h of
exposure. Data were processed by means of the
Probit-Log software, which provides LC, and LC,
values, in addition to the equation for the regression
line. A2 test was used to compare the relationship
between dosages and mortality values obtained as
well as to compare the slope of regression lines.
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Results. The essential oils tests showed a high
larvicidal activity on Aedes aegypti. Piper auritum
essential oil showed the highest larvicidal activity
with the lowest CL_=0.0017 value, followed
by Pimenta racemosa (LC_=0.0027 value),
Chenopodium ambrosioide (LC, = 0.0035 value)
and Piper aduncum (LC_ = 0.0057 value). Values
for x2 demonstrated that the mortalities produced
by each essential oil are associated to the dosages
used. When applying the %2 analysis to the slope
values, a significant difference was found, which
indicates that the essential oils have a different
effect to the same strain.

Conclusion. These results suggest a potential use
of the four essential oils tested to control Aedes
aegypti, from which, P. auritum oil is the most
recommended as it showed high larvicidal activity
and low CL,.

Key words: Essential oils, larvicidal activity,
Aedes aegypti, Diptera, Culicidae

INTRODUCCION

Lareduccion de los criaderos de Aedes aegypti
y los programas de saneamiento ambiental son
componentes importantes dentro de las estrategias
trazadas para el control de este vector; sin embargo,
no han sido suficientes para disminuir sus indices
de infestacion; por tal motivo, durante estos Ultimos
40 afos, el control del mosquito se ha logrado
principalmente por métodos quimicos (1-2).

La presion de seleccion ejercida por los in-
secticidas ha dado lugar al desarrollo generalizado
de resistencia en Aedes aegypti (3). Por esta razon,
la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
ha replanteado el uso de los recursos disponibles
en cada territorio, para adecuarlos como medidas
en el control de vectores (4). Algunos de estos
recursos suelen ser los extractos de plantas, ya
que éstos constituyen una herramienta alternativa
dentro del manejo integrado de vectores (5).

En la actualidad, se ha reportado accion
larvicida de especies de plantas contra insectos
vectores de los generos Culex, Anopheles, y de
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las especies Aedes aegypti y Ae. albopictus (6-23).
Ademas, existe un nimero variado de metabolitos
secundarios que se encuentran en la composicion
mayoritaria de las plantas, a los cuales se les
adjudican las propiedades insecticidas (24-29).

En Cuba se presenta una gran biodiversidad
floristica con especies endémicas y no endémicas,
pertenecientes a las familias Myrtaceae, Pinaceae
y Piperaceae, que poseen accion insecticida
potencial. Hasta nuestros dias, algunas especies de
estas familias han sido comprobadas contra plagas
de la Salud Publica, como Blattella germanica,
Musca domestica y Ae. aegypti (30-35).

Los aceites esenciales de Piper auritum
Piper aduncum y Chenopodium abrosioide
provienen de plantas que no son endémicas, pero
que estan ampliamente distribuidas en Cuba, y no
se ha comprobado su accion insecticida en plagas
de la Salud Publica. Pimenta racemosa, aunque
posee accion insecticida, igualmente no ha sido
evaluada en Ae. aegypti. El objetivo de este trabajo
es determinar la accion insecticida de estos aceites
esenciales contra larvas de Ae. aegypti.

MATERIALES Y METODOS
Extraccion de los aceites

Los aceites esenciales de P. racemosa y
P. aduncum fueron extraidos de hojas recién
colectadas en poblaciones de la region de Vifiales,
Pinar del Rio, a 156 km de la Habana, Cuba. La
extraccion fue realizada mediante el método de
hidrodestilacion.

Los aceites de P. auritum y Ch. ambrosioide
fueron obtenidos de plantas recién colectadas en
la dltima fase vegetativa (8-12 meses), de viveros
experimentales adjuntos al Intituto de Farmaciay
Alimentos de la Universidad de la Habana. Fueron
extraidos por el método de destilacion por arrastre
con vapor, utilizando un equipo Clevenguer segun
las normas NRSP-309 (36).

Analisis cromatografico
Los aceites fueron caracterizados por
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria
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de masa. La identificacion de los componentes
se llevo a cabo por comparacion con los indices
relativos de retencion y los espectros de masa de
los componentes de referencia en las dos columnas.
El analisis de los componentes de cada aceite y su
identificacion fue por medio del indice de Kovak;
su comparacion se realizo con la quimioteca NIST,
lo que permitio valorar la composicién mayoritaria
de cada aceite (Cuadro 1).

Aceites esenciales como larvicidas de Ae. aegypti

se replicaron 3 veces. Los bioensayos se realizaron
segun metodologia de la OMS, 1981 (37).

Teniendo en cuenta estudios anteriores con
otros aceites esenciales, se realizaron diluciones
Yy se ensayaron concentraciones que fueron dismi-
nuyendo de 0.06% (600mg/L) hasta 0.008% (80
mg/L). La temperatura oscil6 entre 28 y 30°C y una
HR>70%. La lectura de la mortalidad se realiz a
las 24 horas.

Cuadro 1
Composicion mayoritaria obtenida en el analisis cromatografico de los aceites
esenciales ensayados en larvas de Aedes aegypti

P. racemosa P. auritum

P. aduncum C. ambrosioide

4-terpineol (20.7%) Safrol (93.24%)

Dilapiol (82.0%) Carvacrol (24.0%)

1,8-cineol (20.4%) Miristicina (4.34%)

a-terpineol (73.9%)

Eugenol (10.7%)

p-cimeno (4.3%)

o-terpineol (10.0%)

Material biologico

Se utiliz6 una cepa susceptible de Ae. aegypti
nombrada Rockefeller, proveniente del Centro de
Control de Enfermedades de San Juan de Puerto
Rico, y estabilizada en el insectario de nuestro de-
partamento por un periodo de 10 afios; su CL,, para
Lambdacialotrina es 0.014 ppm, para Cipermetrina
0.006 ppm y para Clorpirifos 0.012 ppm.

Los huevos de dicha cepa se colocaron a
eclosionar en una bandeja con 2 litros de agua
declorinada y una pizca de harina de pescado; se
retird la tira de huevos a las 12 horas, cuando las
larvas eclosionaron. El agua fue cambiada diaria-
mente para la oxigenacion de las larvas; se afiadio
la alimentacion hasta llegar a tercer estadio.

Bioensayos de laboratorio

Por cada concentracion ensayada, se utilizd
un control y cuatro réplicas, a las cuales se les
afladié 1 ml de las soluciones preparadas del
aceite (las que fueron disueltas en etanol), y fue
afiadido en 99 ml de agua; al control, 1 ml de etanol
en el mismo volumen. Para cada concentracion
ensayada se utilizaron 125 larvas de tercer estadio
(25 para cada frasco). Las dosificaciones por aceite

Para el procesamiento de los datos se utilizo
el programa Probit-Log (Raymond, 1985) (38),
el cual nos brinda las concentraciones letales
que provocan las mortalidades entre 1 y 99.9%,
ademas de la ecuacion de la linea de regresion. Se
utilizé un test de %2 para comparar las dosis y las
mortalidades obtenidas, ademas de comparar las
pendientes de las rectas entre si.

RESULTADOS

En el Cuadro 2 se pueden observar las
concentraciones finales que provocaron entre 5
y 95% de mortalidades con cada aceite, pudién-
dose corroborar la alta actividad insecticida que
poseen los mismos; el aceite de P. auritum arrojo
las menores concentraciones en los bioensayos
(0.0010-0.0025%), sequido de P. racemosa, Ch.
ambrosioide y P. aduncum. Es valido aclarar que
no ocurrié muerte en los testigos.

Los datos analizados con el programa Probit-
log, para obtener las concentraciones letales y las
rectas de regresion para cada aceite, se muestran
en el Cuadro 3. A todos los resultados de los bio-
ensayos se les aplicé una prueba de 2, presentan-
do una p<0.05; por lo que podemos plantear que
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Cuadro 2
Concentraciones letales (CL) finales probadas y mortalidades obtenidas con los
aceites esenciales de las plantas estudiadas en larvas de Aedes aegypti

Aceites esenciales Concentraciones Mortalidades Mortalidades esperadas Contribucion y2
probadas obtenidas (%) (%) X
0.0020 28 26.44 0.1255
Pimenta racemosa 0.0030 59 62.14 0.4192
0.0040 84 83.53 0.0157
0.0050 94 93.22 0.0953
0.0010 5 2.04 0.465
Pier auritum 0.0015 23 17.72 1.1081
P 0.0020 68 51.69 1.5392
0.0025 88 68.85 3.5682
0.0050 25 21.37 0.7835
Piver aduncum 0.0060 53 60.93 2.6387
P 0.0070 91 88.16 0.7736
0.0080 98 97.84 0.0876
0.0030 36 34.43 0.1096
: 0.0040 66 62.03 0.6684
222’;353‘3‘;‘”‘ 0.0050 84 80.39 0.8229
: 0.0060 88 90.41 0.0191
0.0070 96 95.40 0.0815
Cuadro 3
Concentraciones letales (CL), limites de confiabilidad (LC) y rectas de
regresion obtenidas con los aceites esenciales ensayados en Ae. aegypti
Aceites Concentraciones letales LC 0.95 Rectas de regresion
i CL,, 0.0027 0.00243-0.00280 Y=5.36+5.33X
Pimenta racemosa _
CL,, 0.0053 0.00481-0.00619 p=0.2799024
. . CL,, 0.0017 0.00171-0.00184 Y=5.14+7.30 X
Piper auritum —
CL,, 0.0029 0.00279-0.00324 p=0.9013375
Piver aduncum CL,, 0.0057 0.0055-0.00588 Y=5.29+5.32X
P CL,, 0.0075 0.0072-0.00801 p=0.4406068
Chenopodium CL,, 0.0035 0.0034-0.0037 Y=5.44+5.68 X
ambrosoide CL, 0.0069 0.0065-0.0070 p=0.244919

todas las mortalidades ocurridas en cada uno estan
asociadas con las dosis utilizadas. Los aceites pro-
bados presentaron alta actividad larvicida contra
Ae. aegypti, siendo P. auritum el menor con una
CL,,= 0.0017%, de la misma forma P. racemosa
presentd una CL,,= 0.0027%, C. ambrosioide
CL,,=0.0035% y P. aduncum CL, = 0.0057%. P.
auritum mostr6 el valor de CL, mas bajo de todos
los aceites esenciales ensayados.

Si observamos en el Cuadro 3 los valores
de pendientes correspondientes a las ecuaciones
de regresion (representadas en la Fig. 1), podemos
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constatar que poseen altos valores, lo cual nos
indica la homogeneidad de la poblacion para la
susceptibilidad ante estos aceites. Al aplicarles
un andlisis de y? a dichos valores, se encontrd
diferencia significativa entre ellos con una
p<0.0001, lo que indica que dichos aceites poseen
una respuesta diferente para la misma cepa.

DISCUSION

Los aceites esenciales tienen un gran
potencial como productos de bajo impacto en la
entomofauna acompanante (39). Muchos de estos
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Fig. 1 Rectas de regresion obtenidas con los aceites
esenciales de las plantas ensayados en larvas de Aedes

aegypti

aceites, como el extraido de Melia azedarach (L),
son conocidos por poseer, entre sus cualidades,
actividad inhibidora de la oviposicién, reguladora
del crecimiento e insecticida contra Ae. aegypti
(40). La potencialidad de los mismos varia segun
la especie vegetal, su origen, su composicién
y los mecanismos de accion contra plagas; sus
componentes terpenos, alcoholes y aldehidos son
los responsables de su actividad insecticida (24-
29).

En el aceite esencial de P. racemosa se
destaca la presencia mayoritaria de 4-terpineol
y 1,8-cineol, que representan el 41.1% de la
composicion total del aceite. Otros compuestos
encontrados, en menor proporcién, son el eugenol
y el a-terpineol. A todos estos compuestos les
adjudicamos la accion insecticida de este aceite.
Estudios realizados por otros autores corroboran
la accion insecticida de 4-terpineol y 1,8-cineol,
extraidos de otras plantas, contra diversas especies
de insectos (25,29,41-42), ademas de eugenol y
a-terpineol (43-44). En nuestros resultados, se
puede observar que las dosis y las mortalidades

Aceites esenciales como larvicidas de Ae. aegypti

larvales obtenidas para P. racemosa contra Ae.
aegypti son mas altas (94 % de mortalidad con 50
mg/L) que las observadas en Corea del Sur (28), en
cuyos estudios encontraron 100 % de mortalidad
con soluciones a 25 mg/L, 52.3 % de mortalidad
a 125 mg/L y 32.2 % a 6.25 mg/L contra Ae.
aegypti.

Dentro de la familia Piperaceae, especial-
mente entre los miembros del género Piper, se
ha observado accion insecticida (45-46). Piper
guineense y Piper nigrum son utilizados como
insecticidas y moluscicidas en diferentes partes
del Africa (47); especies de la India como Piper
longum, Piper betle, Piper peepuloides y Piper
cubeba han demostrado actividad insecticida con-
tra mosquitos y moscas (48); Piper umbellatum y
Piper hispidum, nativas de América Central y el
Noroeste de la Amazonia, son utilizados por las
poblaciones indigenas para prevenir la malaria
(49). Algunas especies como Piper aequale, Piper
hispidum, Piper reticulatum, Piper tuberculatum
y Piper retrofractum presentan una actividad sig-
nificativa en el control de mosquitos del género
Aedes (46,50). Esto se debe a que la fitoquimica
de los metabolitos secundarios del género Piper
ha revelado la presencia de compuestos como al-
caloides, fenilpropanoides, lignanos, neolignanos,
terpenos, flavononas, entre otros (51).

En trabajos realizados con extractos
hexénicos de hoja de P. tuberculatum, éstos
indujeron una mortalidad de 54% en larvas de
segundo estadio de Aedes atropalpus, después de
24 horas de exposicion a 100 mg/mL; los autores
atribuyeron la toxicidad del extracto a la presencia
de laamida isobutilica 4,5-dihidropiperlongumina,
puesto que 0.01 mg/L de la sustancia pura provocd
una mortalidad larval de 47% en el mismo tiempo
de exposicion (46).

Nuestros resultados no son similares, a pesar
de que P. aduncum y P. auritum pertenecen a una
misma familia, resultados que pudiesen adjudi-
carse al método de obtencion; pero nos inclina-
mOos por su composicion quimica, ya que el o los
componentes mayoritarios varian de una especie a
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la otra, en nimero y en proporcion. En este caso,
P. aduncum muestra en algunos casos en su com-
posicion 82.2% de dilapiol (53); en Fiji, Nueva
Zelanda, aporta 58.0% de este terpeno (54) y en
Colombia P. aduncum revela 25.8% de dilapiol,
ademas de 1.8 de cineol (20%) y a-pineno (55).
Sin embargo, P. auritum muestra un alto contenido
de safrol, con 93.24% como componente mayori-
tario, sustancia neurotdxica (56). Esta diferencia,
en tipo de componente y proporcién, se puede
observar en nuestros resultados, debido a que P.
auritum presenta menores concentraciones letales
y mayor pendiente de la recta que P. aduncum, lo
que demuestra la mayor toxicidad de esta planta
contra larvas de Ae. aegypti.

En estudios anteriores realizados en Cuba
(30), se comprobd la accion insecticida de P.
aduncum en Blatella germanica, mientras que
en Mexico (57) no se obtuvieron mortalidades
de P. auritum contra Culex quinquefasciatus con
extractos al 5y al 15%, donde se utilizd la parte
aérea de las plantas.

La actividad larvicida de Chenopodium
ambrosioides fue evaluada en Ae. aegypti con
extractos metandlicos a diferentes concentraciones,
siendo el resultado mas importante la inhibicion
del desarrollo pupal y un incremento en el tiempo
de desarrollo larval (58). También ha sido evaluada
su actividad repelente en mosquitos (59) y su
accion insecticida contra larvas de Lycoriella
ingenua (60) y Sitophilus oryzae (61).

El efecto de UDA-245, insecticida natural
a base de Chenopodium sp., fue evaluado en
Orius insidiosus y Aphidus colemani, ambas
controladores biologicos de afidos, garrapatas y
otros insectos plagas en jardineria e invernaderos.
Dicho producto es utilizado como insecticida;
pero en estas especies no ejercié ningun efecto
en la puesta de huevos, ni en la eclosion de las
larvas; la CL, encontrada en el estudio excede el
doble de lo recomendado por el fabricante para
su uso, es decir, este producto no afectd la fauna
acompafante y, por tanto, a estos controladores
bioldgicos, por lo que fue bastante especifico
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(62). Ch. ambrosioides posee como uno de sus
componentes mayoritarios el carvacrol, reportado
en la literatura como terpeno insecticida (63-64),
aunque a la concentracion de 0.04% solubilizado
en agua no demostré mortalidad contra larvas de
Ae. aegypti (6).

Actualmente, nuestro laboratorio trabaja en
la evaluacion de la actividad insecticida de terpenos
aislados, como el carvacrol, a-pineno y terpineol,
contra Ae. aegypti y Culex quinquefasciatus.

Es una tendencia, en la actualidad, aislar
compuestos que forman parte de la composicion
de los aceites esenciales, evaluarlos por si solos
y compararlos con el aceite mismo (25,29,41-
44,46,65). Por otra parte, existen partidarios de
la utilizacion del aceite completo y no de las
fracciones aisladas, ya que otros metabolitos,
aunque en menor proporcion, ejercen accion
sinérgica letal contra el insecto; ademas, el
porcentaje de dichos metabolitos puede variar,
segun la época del afio en que se colecte, la forma
en que se haga y el método de extraccion. El
tamafio del mercado, la relacion costo-beneficio
y la competencia con los insecticidas sintéticos
son los principales obstaculos que deben enfrentar
los productos naturales en la integracion de un
programa de control. Los insecticidas de origen
natural constituyen opciones desde el punto de
vista ecoldgico; lo ideal es tener en ellos un uso
complementario que incremente la sostenibilidad
de las actuales estrategias del control integrado de
plagas.
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